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20%以上は salvage therapy が必要な疾患である.  
近年, 癌に対する特異的な drug delivery system の開発が試みられている. リポソ
ームやポリマー, ミセルなどが抗癌剤を送達するキャリアーとして開発されてきた
が, これらのキャリアーは脂質を基質とするため, 網内系によりすぐに除去されるこ
とが欠点であった. Polyethylene glycol (PEG)で覆われたキャリアーは, 親水性にな
るように改良され, 網内系での除去が回避出来るようになった. PEG で覆われたリポ
ソームに内包化されたDoxorubicin (Doxil®)が製品化されているが, その後PEGは補
体系の活性化を誘導し, 脂質代謝異常を引き起こす可能性が報告された. ナノ粒子を
使用した他の drug delivery system としては, 抗体を結合させ, 癌細胞表面の抗原ま
で送達させる抗体治療が挙げられるが, これも網内系で除去され易く, 血中の遊離抗
原と結合してしまうなど送達性に問題がある.  
AML で発現している CD33 には, フコシル化していることが報告されている. ま
た, AMLの約60%で高発現しているNotch-1は予後不良因子であることが知られてお
り, Notch-1 を形成する EGF ドメインのセリン, スレオニンにも L-フコースが結合し
ている. これらはNotch-1が高発現しているAMLにおいて, L-フコースの需要が高ま




1)  AML 細胞株の CD33, Notch-1 発現の検討 
AML 細胞株である HL60, KG1, 多発性骨髄腫(MM)細胞株である RPMI8226, 急性
リンパ性白血病細胞株である Molt4 をフラスコに 5×106個ずつ撒き, 24 時間培養後
に, CD33 抗体と Notch-1 抗体を添加し, Flow cytometry で検討した.  
2) POFUT1 のｍRNA 発現の検討 
POFUT1 (peptide-O-fucosyltransferase1)はNotch-1のフコース修飾を行う転移酵素
である. 各細胞株で POFUT1 の mRNA の発現をウエスタンブロッティングと qPCR
で測定した. 
3) フコース結合リポソームの作製 
リポソームにアミノ化したフコースを 3,3’-dithiobis [sulfosuccinimidylpropionate] 
(DTSSP)を介して結合させた. この際, フコースの濃度は 0 µg/ml, 25 µg/ml, 50 
µg/ml の 3 種類とし, それぞれ F0, F25, F50 とした. 更に親水性にする目的でリポソ
ーム表面に BS3 をリンカーとして Tris を結合させた.また, in vitro, in vivo において
このフコース結合リポソームの取り込みを検討するために FAM を内包化
(F0-Lip-FAM, F25-Lip-FAM, F50-Lip-FAM)し , 抗腫瘍効果を検討するために
Daunorubicin を内包化 (F0-Lip-DNR, F25-Lip-DNR, F50-Lip-DNR)した. 
4) 共焦点顕微鏡による細胞株内への取り込みの検討 
HL60 と Molt4 をスライドチャンバーに 1×104個撒き, 30 分の培養後に FAM を内包
化したフコース結合リポソームを30分あるいは2時間暴露させ, その取り込みを共焦
点顕微鏡で検討した. また, 過剰なフコースを添加し, その取り込みの変化を検討し
た. 
5) Flow cytometry による細胞株内への取り込みの検討 
各細胞株をプレートに 1× 105 個ずつ撒き , 2 時間培養後に F0-Lip-FAM, 
F25-Lip-FAM, F50-Lip-FAM を 2 時間暴露し, その取り込みを Flow cytometry で検
討した. また, 過剰なフコースを添加し, その取り込みの変化を検討した. 
6) BrdU assay による細胞株での抗腫瘍効果の検討 
白血病細胞株をプレートに 2×104 個ずつ撒き, 24 時間培養後に F0-Lip-DNR, 
F25-Lip-DNR, F50-Lip-DNR を 2 時間暴露した. その後 PBS で洗浄し, 72 時間培養
後に生細胞を BrdU assay で検討した. 各試薬はそれぞれ 0.005μM, 0.05μM, 0.5μ
M, 5μM で暴露し, 濃度依存性についても検討した. 更に, 正常細胞として末梢血単
核球, 線維芽細胞, HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells), 角化細胞でも
同様の検討を行った.  
7) 皮下モデルでの抗腫瘍効果と有害事象の検討 
皮下モデルは, Notch-1 高発現株である HL60 をマウスの皮下に 2×106個接種し作製
した. 腫瘍径が約 5 mmとなった後にNo treatment (NT)群, Daunorubicin (1 mg/kg)
群, F0-Lip-DNR (1 mg/kg)群, F50-Lip-DNR (1 mg/kg)群に無作為に割り付け, 尾静
脈より注射し治療を開始した. 注射は週 2 回を計 3 週間行い, 2, 8, 11, 15, 18, 22 日目




HE 染色, TUNEL 染色を行った. 
9) 白血病患者の検体を用いた抗腫瘍効果の検討 
12 名の白血病患者から採取した腫瘍細胞の Notch-1, CD33 の発現を FACS で解析し, 
相関関係について検討した . また , Notch-1 陽性細胞と陰性細胞における
Daunorubicin, F0-Lip-DNR, F50-Lip-DNR の抗腫瘍効果を FACS で解析した. 
 
研究成績 
1) AML 細胞株の CD33, Notch-1 発現の検討 
HL60, KG1, RPMI8226 では CD33 と Notch-1 が発現しており, Molt4 ではいずれも
発現していなかった. 
2) POFUT1 のｍRNA 発現の検討 
HL60, KG1, RPMI8226 では POFUT1 の mRNA 発現が確認されたが, Molt4 では発
現がなく, POFUT1 の mRNA 発現は Notch-1 の発現と相関していることが確認され
た. 
3) フコース結合リポソームの作製 
このリポソームは球形で, FAM 内包化リポソームの粒子径は約 70～100 nm, F0～
F50 までほぼ均一であり, 膜電位は-40 mV の陰性電荷であった. Daunorubicin 内包
化リポソームの粒子径は約 170nm で , 膜電位は -60 mV,  内包化された
Daunorubicin の濃度は 1 mg/ml であった. 
4) 共焦点顕微鏡による細胞株内への取り込みの検討 
F0-Lip-FAM は HL60 でも Molt4 でも細胞内への取り込みを認めなかった . 
F25-Lip-FA と F50-Lip-FAM は Notch-1 発現陰性株である Molt4 では取り込みが弱
く, Notch-1 高発現株である HL60 で強い取り込みが見られた. また, 過剰なフコース
添加でその取り込みが抑制された. 
5) Flow cytometry による細胞株内への取り込みの検討 
Notch-1 高発現株である HL60, KG1, RPMI8226 では F0-Lip-FAM, F25-Lip-FAM, 
F50-Lip-FAMになるにつれて, その取り込みの増加を認め, 過剰なフコース添加で取
り込みが抑制された. Notch-1 発現陰性株である Molt4 は HL60 と比較してその取り
込みは低値であった.  
6) BrdU assay による細胞株での抗腫瘍効果の検討 
Notch-1 高発現株である HL60 は F50-Lip-DNR 暴露において, 最も高い抗腫瘍効果
を示し, 濃度依存性に抗腫瘍効果を認めた. Notch-1 発現陰性株である Molt4 は
F0-Lip-DNR, F25-Lip-DNR, F50-Lip-DNR のいずれの暴露でも抗腫瘍効果が低く、
どの濃度でも抗腫瘍効果は低かった. 正常細胞である末梢血単核球, 線維芽細胞, 
HUVEC, 角化細胞では抗腫瘍効果は認めなかった. 
7) 皮下モデルでの抗腫瘍効果の検討 
治療開始日の腫瘍径を 100 %とし, 以後の腫瘍径を NT 群, Daunorubicin 群, F0- 
Lip-DNR 群, F50-Lip-DNR 群で比較した. NT 群は時間の経過とともに腫瘍は増大し, 
22 日後は 123-133%となったが, F50-Lip-DNR 群は 25 日後で 98-105%に抑えられて




HE 染色では, NT 群で腫瘍細胞を多数認めたが, Daunorubicin 群, F0-Lip-DNR 群で
は腫瘍細胞が減少しており, F50-Lip-DNR群ではほぼ消失していることが確認された. 
TUNEL 染色では F50-Lip-DNR 群でアポトーシスに至った細胞を多数認めた.  
9) 白血病患者の検体を用いた抗腫瘍効果の検討 











という性質を有しており, 腫瘍増大に関与するとされている. Notch-1 はこの癌幹細
胞の制御に非常に重要な役割を果たしているとされており, フコース結合リポソーム
の標的にできる可能性がある. 実際に我々は CD22/CD44 を発現している膵癌幹細胞
が標的になることを確認している. 
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本研究では, Notch-1 陽性 AML 細胞が特異的にフコース結合リポソームを取り込むことを
証明した. その上で, ダウノルビシン内包化フコース結合リポソームを作成し, 特異的な送
達性と高い抗腫瘍効果を確認した. 更に, 患者検体でも同様の効果を確認した. 本研究は, 
ダウノルビシンを搭載したフコース結合リポソームが, 白血病治療の新たな治療戦略の一
つとなる可能性を示唆し, 学位論文として医学博士授与に値するものと審査員全員から評
価を頂いた.  
 
 
 
 
 
 
 
 
